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中文摘要 
 
硝酸鹽和亞硝酸鹽是主要用作食品防腐劑和施肥劑。然而這些離子的
連續攝入可能會嚴重影響人類的健康。特別是亞硝酸鹽可能有不可逆的反
應，使血紅蛋白產生高鐵血紅蛋白，減少血液運輸氧的能力。意識到這些
危險，大多數工業化國家在環境，食品和生理樣品都有在控制和監測亞硝
酸鹽水平。歐盟已建立亞硝酸鹽的飲用水最高允許水平在 0.1 mg/l。 
由於硝酸鹽可以經由還原作用還原成銨根離子，以及對於環境（氨態
氮）和人體（尿素氮）檢測銨離子濃度的需求，因此設計出具有體積小、
重量輕、可靠度高、精確度高、性能佳、成本低和大量生產等優點之銨根
離子感測電極以及硝酸鹽感測電極。 
本論文係利用分離架構之延伸式 ITO/PET離子感測場效電晶體製作一
種耐用型的銨根離子選擇電極，並探討各個參數對整體反應之影響。經由
一連串之實驗結果得知此銨根離子選擇電極於 20 mM Tris (pH 7.5) 之工作
環境下有最佳反應曲線，可偵測銨根離子濃度為 10-5 ~ 1M 之範圍，線性
部分之平均感測度為 55.09 mV / pNH4
+，干擾部分加入鈉及鉀會些許影響
感測度，但線性不會受到影響。硝酸鹽感測電極部分，則利用硝酸鹽離子
選擇物進行實驗，目前得到較好的量測環境為使用去離子水配置的亞硝酸
鈉待測液，其感測度為-16.11 mV / pNO3
-。亞硝酸感測電極部分，先製備亞
硝酸還原酶，作為固定於銨根離子選擇電極上之亞硝酸生物感測器應用，
實驗中已利用大腸桿菌表現出亞硝酸還原酶蛋白。分光光度法則得到線性
0.9997以及 y=0.01+0.01x 之斜率，此方法能初估亞硝酸鹽之濃度。 
 
關鍵字:  胺氮，亞硝酸鹽，硝酸鹽，軟性電子材質，生物感測器 
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英文摘要 
 
Nitrates and nitrites are largely used as food preservatives and fertilizing 
agents. However, the continuous ingestion of these ions can have serious 
implications for human health. Particularly, nitrites can react irreversibly with 
hemoglobin to produce methemoglobin, therefore reducing blood capacity to 
transport oxygen. Aware of these hazards, most industrial countries are 
controlling and monitoring the nitrites level in the environment, food products 
and physiological samples. The European Community has established the 
maximum admissible levels of nitrite in drinking water at 0.1 mg/l. 
In this study, the extended-gate field effect transistor of the ITO/PET was 
applied to fabricate the durable ammonium ion selective electrode and confer 
with the influence. After a series of the experiments, the optimized 
measurement environment of the ammonium ion selective electrode was in 
20mM Tris (pH 7.5) and the best response curves can be gotten. The 
ammonium ion selective electrode structure can detect the ammonium ion 
concentration from 10
-5
 ~ 1M, and sensitivity of the linear range is about 50.09 
mV/pNH4
+
. The interference part of the join Na
+
 and K
+
 would slightly affect 
the sense of measure, but linearity will not be affected. Nitrate sensor electrode 
part, the use of a nitrate ion-selective material to experiment to get a better 
measurement environment NaNO3 test solution using the DI configuration, and 
its sense of measure is -16.11 mV / pNO3
-
. Nitrite sensor electrode part, the first 
preparation of nitrite reductase, after the fixed ammonium ion selective 
electrode, execute biosensor response test, the experiment showed trace amounts 
of nitrite reductase protein, follow-up will use the technology of a large number 
  vi 
of purifiedto purified nitrite reductase. The spectrophotometric method is linear 
0.9997 and y = 0.01 0.01x the slope, this method preliminary estimates suggest 
that the concentration of nitrite. 
 
 
Keyword: ammonium nitrogen, nitrate, nitrite, flexible electronic material, 
biosensors 
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第一章  緒論 
1-1研究背景 
 生物感測器的定義為「使用固定化生物分子結合換能器，用以偵測生
物體內與體外之環境化學物質或與其起特異性交互作用後產生回應的一種
裝置」【陳佳琪, 2003】，1970年由 D. Kahng 和M. Atala 發展的金屬氧化物
半導體場效電晶體（metal-oxide- semiconductor filed effect transistor, 
MOSFET）結構【S. M. Sze，1985】，隨著技術的演進，以 MOSFET 技術
所延伸出的感測器逐漸被應用於各項研究，例如離子感測場效電晶體
（ion-selective filed effect transistor, ISFET），ISFET 是一種結合電化學與微
機電之元件，其具有離子選擇電極的功能也同時具有場效電晶體之特性
【Bergveld P. et al., 1970】。Liao 等人於 1998 年提出一種新的 ISFET 氫離
子感測膜二氧化錫，隨後另一種離子感測結構延伸式閘極感測場效電晶體
（extended gate field effect transistor, EGFET）也被提出，其本身具有低成
本、易封裝、穩定度高等優點，因此非常適合應用於在點照護檢驗（POCT）
【Li-Te Yin et al., 2000】，其實際研究及模擬電路發現，此延伸式架構之感
測膜，必須滿足低阻抗之特性，目前僅發現二氧化錫膜同時具有較低的阻
抗值以及良好的 pH 響應，並且發現最佳之感測膜架構為 SnO2/ITO/glass。 
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1-2研究目的與動機 
人體中的硝酸鹽可能來自蔬菜、醃肉、醃魚或受污染的飲用水等之攝食，
一部份的硝酸鹽會在口腔內由唾液中的微生物轉變成亞硝酸鹽，而另外也
會有些被胃腸中的微生物還原成亞硝酸鹽。在胃中硝酸鹽還原成亞硝酸鹽
的速率與胃部的 pH 值及微生物種類有密切關係，因為硝酸鹽還原菌
（Nitrate-reducing bacteria）適合在較高 pH 值的環境生長，所以六個
月以下嬰兒及患腸胃炎的人，具有較高的硝酸鹽轉換速率。亞硝酸鹽及其
化合物會將血紅素（Hemoglobin）中的二價亞鐵氧化成三價鐵，形成變性
血紅素（MetHb），而會阻礙血液中氧氣的輸送。變性血紅素（MetHb）指
血質內所含的鐵為氧化的高價鐵狀態，因而不能與氧氣結合並運送氧氣，
一般成人體內有 1％MetHb，小孩有 2％MetHb，但當 MetHb高達 10％時會
發生藍嬰症（Cyanosis,blue-tinged blood），20％時，大腦開始缺氧；
50-60％時，有致死之可能。 
硝酸鹽與亞硝酸鹽可透過植物、飲水或加工食品進入人體，硝酸鹽代
謝為亞硝酸鹽，亞硝酸鹽會與血紅素結合減少氧氣的輸運，也會與二級胺
（secondary amines）結合成亞硝胺類（nitrosamines），是著名的致癌物質
（Eichholzer and Gutzwiller, 1998）。亞硝胺經流行病學研究顯示和胃癌的發
生有關，一些胃癌高發生率地區居民的食品如蠶豆、甘藍菜、及醬油中都
含有大量致突變性之亞硝基引朵化合物，由此更可證實硝酸鹽及亞硝酸鹽
與胃癌的關係。目前台灣癌症患者比例居高不下，根據衛生署資料，惡性
腫瘤是排名第一的死因，約佔百分之三十。因此如何檢測或減少這類鹽類
對食品及環境的污染，是對國人健康保障的一重要課題。 
因此顯現出硝酸鹽及亞硝酸鹽在自然界中對整個生態之重要性，如雨
水、河川、湖水等水質、人體內或肉類食品添加硝酸鹽及亞硝酸鹽之含量，
皆為重要之資訊。目前主要的分析方法有紫外線光譜分析（Ultraviolet 
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Spectraphotometry）、液相層析分析法（HPLC）、離子層析分析法（HPIC）、
Griess-Hosavy 偶氮反應（Diazo reaction），其中紫外線光譜分析、液相層
析分析法及離子層析分析法皆需實驗室儀器進行定量反應，Griess-Hosavy
偶氮反應目前已做成試片（test strip）以供臨床醫學之診斷。 
由於在食品工業上硝酸鹽與亞硝酸鹽類常用於食品添加劑作防腐之
用，雖然衛生署有規定添加劑量，但傳統市場所販售之醃製食品為增加保
存期限未必都能符合規定。以及隨著工業發展及經濟的起飛，使的工廠到
處林立，也造成環境嚴重受到污染，沿海地區在工業化的轉變下承受了極
大的污染衝擊，而都會化的結果更使得台灣西部各主要城市的環境品質逐
漸惡化。環保署指出生活廢水以及畜牧廢水產生的有機氮污染，會經生物
分解產生胺、硝酸鹽以及亞硝酸鹽等危害人體及造成河川優氧化之汙染物
質，因此有效且即時的監控河川胺氮及其衍生汙染物，為河川水質監控及
汙染防治非常重要的一環。 
傳統利用酵素進行硝酸與亞硝酸離子檢測的方式，多是在 96孔反應盤
進行反應，再利用呈色法量測吸光值來定量硝酸與亞硝酸濃度，這些方法
必須在實驗室進行酵素反應，進而利用昂貴儀器進行量測，難以發展為可
攜式的現場量測工具。因此本研究室具有發展生物感測器之專長，利用此
特長將硝酸鹽還原酶與亞硝酸還原酶結合電子元件，透過電子元件高敏感
之特性，研發出敏感與準確之生物感測器。 
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1-3論文架構 
 本論文分為五章，第二章將介紹感測器文獻回顧、感測器種類與應用、
延伸式離子感測場效電晶體作用原理、所使用的載體、氨態氮與銷酸鹽簡
介及亞硝酸還原酶。第三章說明銨和硝酸感測電極之材料、量測系統、實
驗流程與製作方式。第四章介紹結果與討論。第五章則綜合結果與討論，
歸納出結論並探討未來發展。 
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圖 1-1、論文架構圖 
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第二章 理論分析與探討 
2-1文獻回顧 
電位式電化學離子感測器之原理係使用具有選擇性之離子選擇物，結
合相關高分子固定製程將離子選擇物固定於感測元件上製成離子選擇膜
【R. Eugster et al., 1991】【D. Steverding et al., 1989】【R. Latorre et al., 1981】
【T.R. Forester et al., 1995】。整體元件感測原理係離子感測電極置入待測溶
液時，因待測液之待測離子濃度不同，使得擴散入界面電雙層【E. Gileadi 
et al., 1975】【D.E. Yate et al., 1974】之離子總量隨之變化，擴散入電雙層
之離子會受離子選擇物的電性吸引接合靠近電壓式感測電極，因離子本身
帶正或負電性，當待測離子靠近電壓式感測電極時，電極受電壓感應而產
生電位訊號。 
傳統式的離子電極是以液體電解液為內部緩衝層，其功用為提供電位
之穩定效果【T. Momma et al., 1995】，但其缺點為電極很難被微小化。為
了改善此缺點，全固態式電極遂被發展出以改善傳統式的離子電極難以微
小化之缺點。線覆式電極(Coated wire electrode)即屬於全固態式電極。本研
究之可撓性電子材質離子電極係以 ITO/PET 電極為基礎元件，批覆上一
層高分子選擇膜製作成對溶液中之離子具有選擇性之全固態式離子電極，
此構造屬於線覆式電極，此元件適合微小化，並且可以整合成多重離子感
測系統。以 ITO/PET 電極為基礎元件具有可微小化及大量生產，可有效降
低成本、高輸入阻抗與低輸出阻抗、響應快速等優點【H.K. Liao et al., 1999】
【L.L. Chi et al., 2000】。 
根據目前全球投入軟性電子應用產品的類型，大致可以區分為兩大
類：第一類為取代性應用（Replacement Application），另一類為創新性應
用（Innovative Application）；取代性應用主要是針對傳統硬式的電子元件，
由於產品型態、成本等因素，以軟性電子來取代，主要應用例如：RFID、
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軟性電子書、軟性太陽能電池等；而創新性應用則是利用軟性電子的可彎
曲特性，開創出過去非電子應用的新領域，例如：智慧織品、室內裝潢等。
軟性電子時代的來臨，塑膠鍍膜技術倍受重視，許多研究學者也積極的在
塑膠基板上開發各種電子元件，諸如 FOLEDs、TFT 等【S.-N. Lee et al., 
2004】【F.L. Wong et al., 2004】【J. H. Lee et al., 2003】【Y.H. Kim et al., 2004】
【S.K. Park et al., 2003】【H. Klauk et al., 2003】【B. Pahl et al., 2004】。 
離子感測場效電晶體首先由 P. Bergveld 於 1970 年在 IEEE 期刊中發
表【P.Bergveld et al., 1970】。如圖 2-1所示，ISFET 的主要工作原理是將
MOSFET 上的金屬閘極去除，放置在待測的水溶液中，使去除閘極金屬後
所暴露之二氧化矽（SiO2）層和水溶液接觸，用於感測水溶液對二氧化矽
層表面產生之介面電位，以達到感測水溶液離子之濃度的目的，簡單來說，
ISFET  是一種電化學與微機電相結合之元件，其具有離子選擇電極（Ion 
selective electrode）的功能，也同時具有場效電晶體的特性，為一種與傳統
的離子選擇電極截然不同的新型離子感測元件，具有與傳統電極所沒有之
優點【M. Esashi et al., 1978】【H.K. Liao et al., 1999】，例如可微小化、具有
高輸入阻抗(約 1012Ω)與低輸出阻抗(100~1000Ω)、感測響應時間快速、可
以與MOSFET 製成相容，達到大量生產，降低成本等優點。 
 
圖 2-1、離子感測場效電晶體之基本架構 
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正因以上之優點，造成在國內外廣泛的對離子感測場效電晶體的研
究，感測器整體趨勢朝向小型化、積體化、多功能化、智慧化、系統化發
展。離子選擇性電極依據膜電位回應機制、膜之組成和結構，其中包含了
玻璃膜電極，此電極屬於剛性基質電極，感測膜由玻璃材料製成，由於玻
璃之組成不同，可製成 H+、Na+、K+、Li+和 Ag+等離子選擇性電極，離子
選擇電極大致可分為固態電極、液態電極、氣態電極、酵素電極、化學免
疫電極及細胞組織電極等，我們將針對固態及液態膜電極作探討。固態電
極有均質與非均質二種，均質之電極膜係結晶材料壓製而成，如氯電極係
由 Ag2S 與 AgCl 壓製而成，亦有用矽力康橡膠為基底與無機鹽類混合成
膜，不需加高壓。另外液態膜電極有二種形式，一為膜本身惰性，其作用
僅在分隔二相，離子可穿透於膜上進行交換，另一種膜本身含有選擇性，
係將離子交換劑與 PVC 液混合再固化成膜，本研究將利用離子交換劑及
高分子膜技術研製胺氮感測電極。 
 
2-2感測器之種類與應用 
感測器依訊號轉換器可分成以下種類： 
（1）電化學生物感測器（electrochemical biosensor）： 
此系統是發展完備的一個系統，而電化學反應可分成自發性化學反
應，在電極上產生電能，或是外加電能使之產生化學反應。一般的電化學
測定法多使用改變外加的電流或電位來控制溶液當中的化學反應，利用電
化學原理去測定電極表面的物質濃度變化或是電極表面產生氧化還原時可
測到電壓、電流的訊號產生。電化學酵素生物感測器依訊號輸出方式不同
可細分為電位式、電流式、電導度生物感測器。 
（2）光學式生物感測器（optical biosensor）： 
主要工作原理為於光纖的縱切面端固定一層試劑材料，如螢光物質，
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當溶液中產生化學反應時，藉由螢光物質的變化產生光學訊號達到偵測目
的，而目前應用於光纖生物感測器之關鍵技術為漸逝波技術與表面電漿共
振技術【Van Der Spoegel J. et al., 1983】。 
（3）壓電晶體生物感測器（piezoelectric quartz crystal biosensor）： 
壓電晶體生物感測器主要係由重量變化或是本身振動頻率變化來測
定，常見的壓電晶體有厚度剪力膜式（thickness- shear mode, TSM）、表面
聲波（surface acoustic wave, SAW）、彎曲平面波（flexural plate wave, 
FPW）、聲音平板模式（acoustic pjate mose, APM）。 
另外離子感測場效電晶體（ion-selective filed effect transistor, ISFET）
係由MOSFET 延伸而來，將金屬閘極去除掉後修飾上一層感測膜，使感測
膜與溶液當中的特定離子產生滯留能力，測得到表面電位的變化，不同的
離子選擇感測膜可去測定相對應的不同離子，目前有鈉、鉀、鈣、氯…等
的離子感測場效電晶體。 
 
 
圖 2-2、離子感測場效電晶體之剖面圖 
 
圖 2-2 為離子感測場效電晶體之結構圖，離子選擇電極大致可分為固
態電極、液態電極、氣態電極、酵素電極、化學免疫電極及細胞組織電極
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等，我們針對固態及液態膜電極進行探討。固態電極有均質與非均質二種，
而液態膜電極也有二種形式，一為膜本身惰性，其作用僅在分隔二相，使
離子可穿透於膜上進行交換，另一種膜本身含有選擇性，係將離子交換劑
與 PVC 液混合再固化成膜。由於液態膜電極種類繁多，表一列出一些常見
之液態膜電極的模型及其交換劑配方，大部分已是商業化之電極【王俊棋, 
2003】。 
 
電極 電極模型式 交換劑 
Ca2
+
 液態膜 
PVC 
Ca-di(n-decyl)phosphate 
同上 
水硬度 液態膜 Ca-di(n-decyl)phosphate 
NO3
-
  Tris(1.10-phenanthroline)Ni
2+
 ,NO3
-
 
Tridodecyl hexadecyl ammonium nitrate 
ClO4
-
  Tris(1.10-phenanthroline)Fe2
+
 ,ClO4
-
 
BF4
-
  Tris(1.10-phenanthroline)Ni
2+
 ,BF4
-
 
UO2
2+
 固態膜 di(2-ethylhexyl)phosphoricacid 
UO2
2+
 固態膜 TOPO/TBP/NaTPB 
Cl
-
 液態膜 methyl-tri-N-alkylammoniumcholride 
Cs
+
 固態膜 Cs-triphenylcyanoborate 
I 
-
 固態膜 Aliquate 336S 
K
+
 中性液態膜 Valinomycin 
NH4
+
 中性液態膜 Nonactin 
表一、液態膜電極 
 
2-3延伸式閘極感測場效電晶體之原理 
在 1983 年首先提出延伸式閘極感測場效電晶體之結構【Van Der 
Spoegel J. et al.，1983】。其中有一條同軸電纜，此水平式陣列架構，具四
個陣列架構，其利用沉積於閘極上的 IrOx、LaF3、AgCl、Ag2S 等感測膜，
分別偵測 H+、F-、Cl-、Ag+等四種離子之感測器。1986 年利用濺鍍方法將
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氧化銥濺鍍於離子感測場效電晶體上，以此基礎進行尿素與葡萄糖酵素感
測器之研究【Katsube T. et al., 1986】【林雅婷，2009】。 
 
2-4 載體 
載體是一種化合物，主要是提高離子運輸細胞膜的能力，適時的結合
他們和幫助他們跨越。常見之胺氮離子選擇物 Nonactin 為例，其係黴菌所
分泌之黴素，具有之功能為固定於細胞脂質雙層膜中，造成胺氮離子孔洞，
破壞細胞之內外離子平衡。故此物質對胺氮離子選擇性高，可用於胺氮離
子選擇膜之使用上，製成胺氮離子選擇電極【鄒年烜，2004】。 
nonactin 是離子載體抗生素的母體化合物（如圖 2-3），被稱為
macrotetrolides，係由演化而產生，為可專一抓取胺氮離子之抗生素，故其
對胺氮離子的專一感測特性佳。國際胺氮離子電極相關文獻眾多，大部分
文獻中胺氮離子選擇電極以 Nonactin 做為離子選擇物，亦有少數文獻探討
其他離子選擇物或改以離子交換樹脂替代，為求最佳之離子感測特性，本
論文選擇以 Nonactin 為離子選擇物，來進行相關研究。 
 
 
圖 2-3 nonactin 的晶體結構 
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2-5 分光光度法 
一般而言，分光光度計多用於分析水中之非金屬分子或離子化
合物，早期僅利用到可見光譜，在於補足肉眼比色之精度不足問
題，後來才發展到利用紫外光譜區，近年分析理論愈加完備，更延
伸到生化領域，針對化合物中某些特殊吸光之官能基，而分析一些
外觀不具明顯顏色之目標物。分光光度計採用一個可以產生多個波
長的光源，通過系列分光裝置，從而產生特定波長的光源，光源透
過測試的樣品後，部分光源被吸收，計算樣品的吸光值，從而轉化
成樣品的濃度。樣品的吸光值與樣品的濃度成正比。  
 
2-6氨態氮與硝酸鹽簡介 
2-6.1氨態氮 
在肥料方面，其對於環境的污染主要是由於氮肥的使用。氮肥
不論是尿素（Urea）或硫胺（Ammonium Sulfate），在土壤中由於硝
化作用（Nitrification），在短時間內氨態氮（NH4
+
-N）就會轉化為
硝酸態氮（NO3
-
-N）。而硝酸態氮因負離子不易被土壤中的有機物所
吸附，很容易由於雨水的淋洗而污染地下水。部分硝酸態氮在某些
情況下又會轉變為亞硝酸鹽（NO2
-）或亞硝基胺（Nitrosoamine），
這些化合物都被認為具有致癌性。但是由於氮肥是作物生產非常重
要的元素，為了糧食的增產，全世界在氮肥的總使用量上，無可避
免的也是呈現上揚的趨勢，從 1960 年約 1,000 萬公噸到 2005 年已
經提高到約 9,000 萬公噸（Food and Agriculture Organization, FAO）。
而未來人口不斷的增加已經是事實，因此，糧食需求量也相對的需
要提高。為了因應此問題，農業生產者必須提高單位面積產量，以
及要應付生產環境所衍生的各類病蟲害，施用肥料與農藥來增加作
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物產量，已經是無法避免的方式之一，因此，未來全球農藥與肥料
的使用量預期將持續增加。  
在水質方面，河川污染程度指數目前行政院環境保護署用於評估河川
水質之綜合性指標為「河川污染程度指數, River Pollution Index」簡稱
「RPI」。RPI 指數係以水中溶氧量（DO）、生化需氧量（BOD5）、懸浮
固體（SS）、與氨氮(NH3-N）等四項水質參數之濃度值，來計算所得之指
數積分值，並判定河川水質污染程度。RPI 之計算及比對基準如下表所示： 
 
 
表二、河川污染程度指數 
2-6.2 硝酸鹽 
在食品方面，依據 1996 年聯合國糧農組織 /世界衛生組織聯合
食品添加物專家委員會  (The Joint FAO/WHO Experts Committee on 
Food Additives, JECFA) 之規定，硝酸鹽及亞硝酸鹽之每日攝取安
全容許量  (acceptable daily intake, ADI) 分別為 0~3.7 mg/kg body 
weight/day (以硝酸鹽計 ) 與 0~0.06 mg/kg body weight/day (以亞硝
酸鹽計 )，但 ADI 標準不可適用於年齡小於 3 個月之嬰兒。而如果
飲用水之硝酸鹽氮含量超過 10 mg/L，則小於 6 個月以下的嬰兒及
孕婦須特別注意，盡量勿飲用之或以之製備嬰兒配方食品。歐盟建
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議亞硝酸鹽不得用於嬰兒食品，而硝酸鹽應予限制添加量。硝酸鹽
及亞硝酸鹽為許多國家核准之食品添加物  (Council Directive 
95/2/EC on Food Additives)，硝酸鹽使用限量  (以硝酸鉀計 ) 為 50 
mg/kg (乳酪製品 ) ~250 mg/kg (肉類及其製品 )；在美國，應用於煙
燻肉類及煙燻鮭魚其最終成品之硝酸鹽及亞硝酸鹽殘留限量分別
為 500 ppm 及 200 ppm；而應用於煙燻鮪魚，其最終成品之亞硝酸
鹽限量為 10 ppm。在我國，硝酸鹽及亞硝酸鹽添加於肉類品及魚
肉製品，用量以 NO2 殘留量計為 0.07 g/kg 以下，但生鮮肉類、魚
類不得使用。  
 
表三、歐盟公告修訂蔬菜中硝酸鹽之最大限量標準 
 
在牧草方面，硝酸態氮基本上對反芻動物是無害的，反芻動物攝取硝
酸態氮後，可藉由瘤胃中的微生物將硝酸態氮還原成銨態氮後再合成胺基
酸。但如果攝取的硝酸態氮太多，則還原過程中會累積亞硝酸態氮，亞硝
酸態氮會與血液中的紅血球結合，阻礙紅血球運送氧氣的能力，造成動物
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缺氧的狀態。動物硝酸態氮中毒時，其中毒症狀會在短時間之內顯現，一
般中毒的症狀包括呼吸困難、體溫下降、心跳降低、口吐白沫、流眼淚、
肌肉抽筋等，嚴重的硝酸態氮中毒，會使動物血液呈咖啡色，在短時間內
就會造成動物死亡。動物硝酸態氮中毒的程度依其攝取的硝酸態氮量而
定，芻料中硝酸態氮的含量對動物的安全及危險性如表四。一般芻料中硝
酸態氮濃度低於 1000 ppm 時，對動物是安全的，適當的餵飼並無中毒之
虞。隨著芻料中硝酸態氮含量的提高，其餵飼量必須逐漸限制，當硝酸態
氮含量超過 4000 ppm 時，則應完全禁止餵飼。 
 
 
表四、牧草中硝酸態氮含量對動物安全餵飼的量 
 
2-6.3硝酸鹽與銨離子之關係 
氮為蛋白質、葉綠素及生物細胞組成之要素，氮以許多不同形式存在
環境中，經由各種不同形式之氮及其含量檢測，可得知有機物穩定之狀態。
如圖 2-4，當水中維持有氧狀況時，有機氮經分解產生 NH 4，再經微生物
作用生成 NO2
-，並進一步作用氧化成 NO3
-，此過程稱為硝化作用
（Nitrification）。因此，當水中硝酸鹽氮含量較多時，表示污染物已相當穩
定，而各種氮之濃度變化，可作為水污染狀態及程度之判定 。 
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圖 2-4 自然界中的氮循環 
 
2-6.4硝酸鹽反應機制 
氨氮在自然界循環的過程中主要以四種型態存在，包括：有機氮
（organic-N）、銨（NH4
+）、亞硝酸鹽（NO2
-）及硝酸鹽（NO3
-）。有機氮
經過微生物分解後生成銨，若再經過硝化菌硝化作用可生成亞硝及硝酸
鹽，硝酸鹽是氮素最高度氧化的最後產物，亦是植物最直接利用的營養給
源之一。硝酸鹽可由硝酸鹽還原酵素(nitrate reductase)還原為亞硝酸鹽。有
些微生物具有強還原酵素，可將亞硝酸鹽繼續還原為氨氮分子，其完整反
應如下圖。 
 
圖 2-5 化學反應式 
 
生物為了要營生作用和合成細胞成份，以進行生長並延續生命，必須
不斷地由外界獲得能量。在生物體內營化學變化之總和，稱為代謝作用
（Metabolism）。而代謝作用通常可分為兩種，一稱合成作用，又曰同化作
用（Assimilation），其主體為消耗能量之反應。另ㄧ稱為分解作用，又曰
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異化作用（Dissimilation）或分解代謝（Catabolism），其主體為放出能量之
反應。而硝酸根離子的還原型式一般可分為兩種；分別為同化
（Assimilatory）還原作用及異化（Dissimilatory）還原作用： 
（1）硝酸根同化還原作用： 
生物體從外界獲取硝酸根離子並將它做進一步的合成，轉變為本身所
需的氨基酸（aminoacid），微生物之質能代謝機構合成的過程如下： 
 
 
 
即 NO3
-→NO2
-→NH2OH→NH3→amino acid 
 
（2）硝酸根異化還原作用：異化還原作用又分為兩種。第一種型式 Nitrate 
respiring，是在厭氣狀態下（Anaerobic condition）有機體如 E-coli.，經由
發酵作用獲取能量而將硝酸根離子還原成亞硝酸根。第二型態為脫氮作用
（Denitrification），這是在許多的 Pseudomonas species 中所發現。此兩種
分解可以以下列過程表示： 
（i）Nitrate repiting： 
            NO3
-→NO2
-
 
（ii）Denitrifying： 
            NO3
-→NO2
-→ NO→ N2O→N2 
以上各還原型態會依照菌種以及所提供之生長環境的不同，而將硝酸
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根離子還原到不同的階段。有些好氣菌與兼性厭氧菌，在會以厭氧途徑進
行硝酸鹽（nitrate）之還原，此種厭氧呼吸為氧化過程，於能量形成時，
細胞利用無機受質如硝酸鹽（NO3
-）或硫酸鹽（SO4
2-）以供應氧，而後作
為最後氫接受者，硝酸鹽可由硝酸鹽還原酵素（nitrate reductase）還原為
亞硝酸鹽。有些微生物具有強還原酵素，可將亞硝酸鹽（nitrite）繼續還原
為氨（NH3）或氮（N2）分子。本研究擬利用 Escherichia coli 的硝酸鹽還
原作用，將 Escherichia coli 固定於感測起表面，始起將硝酸鹽進行強還原
反應生成胺氮離子，以用以檢測硝酸鹽濃度，並利用亞硝酸還原酵素固定
於胺氮檢測電極上，用以檢測亞硝酸鹽濃度。 
 
2-7亞硝酸還原酶（NiR, nrfA） 
硝酸鹽還原為亞硝酸鹽過程需有電子提供，因此多數生物的硝酸還原
酶以 NAD(P)H 作為輔酶提供電子（圖）。已知某些來自細菌的呼吸型硝酸
還原酶(respiratory nitrate reductase)不需使用輔酶作為電子提供者，並且活
性相當穩定，不受前段所描述的抑制劑作用而降低活性。因此可考慮使用
這些較為穩定且反應過程更容易進行的硝酸還原酶取代傳統 NAD(P)H 硝
酸鹽還原酶。 
目前來自細菌的呼吸型硝酸鹽還原酶已被純化且應用於血清樣品之檢
測。但其酵素來源乃由細菌直接萃取純化，該方式需大量進行細菌培養，
且產量少，並不足以有效且低成本的作為提供商業化酵素的來源。有鑑於
此，基於本實驗室分子生物學之基礎，利用基因工程方法，將酵素基因選
殖在表現載體，將此載體轉型於大腸桿菌中，利用大腸桿菌做為生物工廠
大量生產酵素，該系統有產量大與容易操作之優點，可應用於商業化之考
量。藉由此系統可提升未來商品化之產業競爭力。 
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第三章  材料與方法 
3-1材料 
 （1）Indium tin oxide / PET 
 （2）Colloidal Silver（銀膠） 
（3）Copper wire（銅線） 
（4）環氧樹酯 
（5）去離子水 
（6）Nonactin 
（7）Bis(2-ethylhexyl) sebacate，DOS 
（8）Poly(vinyl chloride) carboxylated，PVC-COOH 
（9）Tetrahydroofuran，THF 
（10）NH4Cl 
（11）Tris-HCl 
（12）NaCl 
（13）KCl 
（14）Poly(vinyl chloride)，PVC 
（15）2-NITROPHENYL OCTYL ETHER，O-NPOE 
（16）Tridodecylmethylammonium nitrate，TDMA•NO3 
（17）Methyltriphenylphosphonium bromide，MTPPB 
（18）NaNO3 
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3-2量測系統 
使用商業參考電極搭配自製的硝酸鹽生物感測器放入待側液中，去檢
測溶液中的氫氧根離子，經 LT1167 將訊號放大，利用 HP34401 讀出數據，
最後利用 Lab View 軟體紀錄出每秒之數據。 
 
 
圖 3-1 量測系統 
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3-3實驗流程 
 
 
圖 3-2 實驗流程 
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3-4  ITO/PET 製作方式 
製作感測器系利用一PET薄片，鍍上一層可導電的金屬氧化物材料ITO
（Indium-Tin Oxide），它是製造液晶顯示器面板重要的關鍵零組件之一，
以直流磁控濺鍍（D.C. sputtering）沉積於PET基板上，其分子排列的緻密
性及附著效果良好【K.A. Sierros et al.，2009】【M. Boehme et al.，2005】
【郭俊頡，2005】。處理好的ITO/PET薄膜將剪切為適當大小，再利用環
氧樹酯（epoxy）良好的絕緣性與熱固性物質，將元件封裝成視窗3x3 mm2
的大小，送入烘箱烘烤150℃，45分鐘，之後利用平面網印機將環氧樹酯網
印到ITO/PET薄片上，烘乾後直接製成可繞性電子材料感測器。 
 
 
 
圖 3-3 ITO/PET 元件 
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3-5銨電極製備 
製作方法包含高分子膜的製備以及固定化過程如下： 
(1) 含羰基之聚氯乙烯(Poly(vinyl chloride) carboxylated，PVC-COOH)：33%  
(2) 癸二酸二辛酯(Bis(2-ethylhexyl) sebacate，DOS)：66%  
(3) 銨根離子選擇物(Nonactin)：1%  
(4) 四氟氫喃(Tetrahydroofuran，THF)：1 ml  
(5) 共軛鹼(Tris(hydroxymethyl)-aminomethane，Tris) : 20 mmol/l 
 
將上述材料(1)、(2)、(3)依 100 mg/l比例混合攪拌，之後再加入材料(4)
之溶劑以震盪器混合，接著將銨根離子混合溶液取出 4.0μ l 滴附於
ITO/PET 感測窗口上，將元件置於室溫下約 12~24 小時，即完成銨根電極
固定化之過程，如圖 3-4所示。  
之後即可開始進行實驗量測，首先配置(5)之 buffer，經由 HCl 溶劑校
正至溶液酸鹼值達 pH 7.0，即成為試驗之緩衝溶液。另外配置 NH4Cl （1M）
之待測液取 30ml 為 100M，倒出 3 ml 後再加入 27 ml buffer 為 10-1M，依序
重複上述動作調配出八個濃度（100～10-7M）後即可進行實驗。 
 
 
 
圖 3-4 銨電極元件 
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3-6硝酸鹽電極製備 
製作方法包含高分子膜的製備以及固定化過程如下： 
(1) 聚氯乙烯(Poly(vinyl chloride)，PVC)：45% 
(2) 邻硝基苯辛醚(2-NITROPHENYL OCTYL ETHER，O-NPOE)：45%  
(3) 硝酸根離子選擇物(Tridodecylmethylammonium nitrate，TDMA•NO3)：
8% 
(4) 甲基三苯基溴化磷(Methyltriphenylphosphonium bromide，MTPPB)：2% 
(5) 四氟氫喃(Tetrahydroofuran，THF)：1 ml 
(6) 共軛鹼(Tris(hydroxymethyl)-aminomethane，Tris) : 20 mmol/l 
(7) 磷酸二氫鉀(Potassium hydrogen phosphate，PB) : 10 mmol/l 
 
將上述材料(1)、(2)、(3)、(4)依 WT.%比例混合攪拌，之後再加入材料
(4)之溶劑以震盪器混合，接著將硝酸根離子混合溶液取出 4.0μl 滴附於
ITO/PET 感測窗口上，將元件置於室溫下約 12~24 小時，即完成硝酸根電
極固定化之過程，如圖 3-6所示。  
之後即可開始進行實驗量測，首先配置(6)、(7)之 buffer，經由 HCl 與
NaOH 溶劑校正至溶液酸鹼值達 pH 7.0，即成為試驗之緩衝溶液。另外分
別使用 DI、Tris 及 PB來配置 NaNO3（0.1M）之待測液取 30ml 為 10
-1
M，
倒出 3 ml 後再加入 27 ml buffer 為 10-2M，依序重複上述動作調配出六個濃
度（10-1～10-6M）後即可進行實驗。 
 
 
圖 3-5 硝酸鹽電極元件 
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3-7亞硝酸還原酶製備 
 利用選殖來自細菌的硝酸鹽還原酶基因，於大腸桿菌表現並進行純化
與量產硝酸鹽還原酶與亞硝酸鹽還原酶，並應用於生物感測器上。詳細如
下： 
 3-7.1基因選殖 
利用生物資訊學方法，使用網路資源尋找亞硝酸還原酶基因序列，再
利用 Oligo40 軟體設計引子，進行聚合酶連鎖反應選殖亞硝酸還原酶基因
片段。 
本實驗將選用之載體含有 histidine 標籤(His-tag)，以方便進行管柱純
化，並使用於誘發表現系統，可用 IPTG 誘發基因表現。 
 
3-7.2基因轉型大腸桿菌 
 將接合好之表現載體轉型入大腸桿菌 DH5 品系經處理過之勝任細胞，
該品系可接受長度較長之載體。轉型過程將質體加入勝任細胞中，靜置冰
上 15 分鐘，再以 42℃水浴處理細胞 1 分鐘，處理後之細胞涂抹培養於含
抗生素之洋菜培養基，以篩選轉型之大腸桿菌株，之後再利用聚合酶連鎖
反應確認含有外來基因之菌株。 
 
 3-7.3誘導蛋白質表現 
因預計使用之大腸桿菌表現載體屬於可誘導型載體，可利用 IPTG 誘
導基因表現。小量試產時須測試誘導表現之時間，以達最佳之表現量，並
將相關參數應用於大量生產。 
 
3-7.4蛋白質純化 
本實驗選用之表現載體因為含有 6個 histidine 的 His-tag DNA 序列，因此
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表現出來的蛋白質 C-端帶有 His-tag，此 His-tag 序列可與帶二價正電的陽
離子相結和，故可利用帶有鎳離子的親和力管柱純化出 His-tag 重組蛋白。 
純化後之蛋白質 BCA 試劑進行蛋白質定量，並以 SDS 聚丙烯醯胺膠
體電泳分析(SDS PAGE)，以確定純化出正確分子量之效速與蛋白質純度，
並可用西方墨點法再次確認純化出正確蛋白。 
 
 
圖 3-6 基因轉型與蛋白質表現純化實驗流程 
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3-8亞硝酸鹽分光光度法 
本實驗配置之樣品，當條件在弱酸的環境下會使得亞硝酸鹽對胺基苯
磺酸氮化，之後再與萘乙二胺鹽(N-(1-naphthyl)ethylenediamine 
dihydrochloride ) 合成紫紅色物質，等待數分鐘後即可在 540nm 測其吸光
值。 
溶液配置如下： 
Buffer(I)----取 2g 磺胺加水 800ml 使其溶解，溶解後緩緩加入濃鹽酸
(HCl)100ml，最後在加水定量至 1000ml。 
Buffer(II)---取 0.25g 萘乙二胺鹽溶於水，定量至 250ml 後貯存於褐色瓶(需
避光)，本液新鮮配置為佳。 
Buffer(III)--取濃鹽酸(HCl) 44.5ml，加水定量至 100ml。 
NaNO2 (亞硝酸鈉)標準溶液之配置--精秤 150mg NaNO2溶於水，定量至
100ml 後取此溶液 1ml，再加水定量至 1000ml，此溶液濃度相
當於每 ml含有的亞硝酸根離子[(NO2
-
)1 microgram]。 
實驗步驟如下： 
首先分別取 DI 水及 NaNO2標準溶液(每毫升含 NO2
-
1microgram) 5ml、
10ml、20ml、30ml 分置於瓶罐中，各加水至 30ml 後，加入 Buffer(I) 10ml
及 Buffer(III) 6ml 混勻，靜置 5分鐘，再加入 Buffer(II) 2ml 混勻，靜置 15
分鐘，最後加水定量至 100ml，以 540nm 測其吸光值繪出標準曲線 
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第四章 結果與討論 
 
4-1可繞性感測器探討 
手工封裝完成 ITO/PET 可繞性感測元件，需經由量測架構去量測，判
斷其感測度及線性，最佳的元件測試感測度結果須在 54～59 mV/pH 為較
佳，線性須大於 0.999，其實驗結果得到好的感測度與線性（如圖 4-1所示）。
這與本實驗室先前利用 SnO2/ITO 玻璃基材所製作的感測元件，具有有一樣
的感測效果。 
 
 
圖 4-1 可繞性感測器之感測度結果 
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4-2銨感測電極特性探討 
將量測結果良好的感測元件，固定上 4μl 銨載體於感測元件之感測窗
上，之後存放置 4℃放置隔夜，完成後進行以下特性探討實驗： 
4-2.1檢測範圍 
本論文首先必需找出一個銨載體元件所能檢測出的最佳濃度區間，作
為後續實驗的檢測範圍及研究方向，因此在 pH 7.0 之 NH4Cl 溶液中，去觀
察銨載體元件之檢測範圍。本實驗主要從 100 M（1 M）、10-1 M（100 mM）、
10
-2 
M（10 mM）、10-3 M（1 mM）、10-4 M（0.1 mM）、10-5 M（0.01 mM）、
10
-6 
M（0.001 mM）、10-7 M（0.0001 mM） 的 NH4Cl溶液去看銨載體元件
之檢測範圍，並且計算不同濃度單位間的感測度以及線性。由（圖 4-2）
得知銨載體元件之檢測範圍從 10-7 M ~100 M都可以測到數據，但線性及感
測度均不佳，但是從 10-5 M ~100 M經計算發現為最佳之線性及感測度，由
此結果得知以下實驗計算線性及感測度均以 10-5 M ~100 M 為標準。 
 
 
圖 4-2 檢測範圍 
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4-2.2 銨感測電極校正曲線 
在 pH 7之NH4Cl溶液條件下，於每個不同NH4Cl溶液( 10
-5
 M ~10
0
 M )
下量測，取 1分鐘下的數據作為最終反應電壓(mV)，再利用 Lab View 軟
體擷取每個濃度之反應電壓，並且使用 Origin50 繪得校正曲線，得知銨載
體感測元件的 R2 值為 0.996 及感測度為 54.03 mV/decade ( 10-5 M ~100M )
在每個不同濃度單位（如圖 4-3）。 
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圖 4-3銨感測電極校準曲線 
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4-2.3 不同 pH 值之溶液 
在自然環境當中各個液體的酸鹼度不盡相同，所以對銨載體元件做了
pH 值評估，分別在 pH 5、pH 6、pH 7、pH 8、pH 9 酸鹼值之間做比較，
由（圖 4-4）得知 pH 5 時 R2值為 0.94 及感測度為 51.45 mV/decade（10-5 M 
~10
0 
M），pH 6 時 R2值為 0.98 及感測度為 52.62 mV/decade（10-5 M ~100 
M），pH 7 時 R2值為 0.99及感測度為 54.65 mV/decade（10-5 M ~100 M），
pH 8 時 R2值為 0.97 及感測度為 56.37 mV/decade（10-5 M ~100 M），pH 9
時 R2值為 0.51 及感測度為 19.03 mV/decade（10-5 M ~100 M），所以在 pH 6 
~pH 8 的線性及感測度是較好的，因此取決於使用 pH 7 為溶液之 pH 值。 
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圖 4-4 NH4Cl 溶液不同 pH 值 
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4-2.4離子干擾 
離子選擇性係離子電極之一項重點，因其電位反應不易做到僅針對某
一特定離子而不受其他共存離子之影響，故要判斷它種離子干擾程度，其
所造成之誤差是否仍於容許範圍內，方法簡單來說，是先將待測離子之反
應曲線先量出，再固定待測離子濃度並加入干擾離子濃度將反應曲線量
出，看看是否有影響，由圖 4-5 得知，分別加入 NaCl 及 KCl 所得到的反
應數據，顯示感測度從 57.7 mV/decade 變成 71.7 與 74.2 mV/decade，而線
性都是 0.99，表示有加入 Na 及 K 會些許影響感測度，但線性不會受到影
響。 
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圖 4-5 離子干擾 
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4-3硝酸鹽感測電極特性探討 
 將量測結果良好的感測元件，固定上 4μl 硝酸鹽載體於感測元件之感
測窗上，之後放置室溫 overning（12~24hr），完成後進行以下特性探討實
驗： 
4-3.1硝酸鹽載體膜配置 
在 pH 7 之 NaNO3溶液條件下，於不同 NaNO3溶液下( 10
-1
 M ~10
-6
 
M )，連續量測 3分鐘並錄下的數據，利用 Lab View 軟體擷取每個濃度之
反應電壓，實驗設計為使用不同 buffer (Tris、PB及 DI)來配置 NaNO3，在
不同量測環境下所得到的數據如圖 4-6、圖 4-7與圖 4-8 所示，顯示出使用
DI 所配置的 NaNO3環境下有感測到 NO3
-離子的趨勢，得到硝酸載體感測
元件的 R2 值為-0.98339 及感測度為-16.113 mV/decade ( 10-6 M ~10-1M )在
每個不同濃度單位。 
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圖 4-6 硝酸鹽感測電極量測的反應曲線，待測液為 Tris 配置的 NaNO3 
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圖 4-7 硝酸鹽感測電極量測的反應曲線，待測液為 PB配置的 NaNO3 
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圖 4-8 硝酸鹽感測電極量測趨勢，待測液為 DI 配置的 NaNO3，(A)為反應
曲線，(B)為校正曲線圖 
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4-4亞硝酸還原酶製備 
4-4.1序列片段及載體 
首先去 NCBI 搜尋所需要的序列片段以及適當的載體，結果如圖 4-9
收尋到 ATCC27774 細菌上的 nrfA 片段為所需序列，載體則找到 pET-28a
如圖 4-10，因此載體是其具有 His-tag 片段，且抗生素與限制酶部分是實驗
室方便取得的，所以本實驗選取此載體作為轉殖載體。 
 
 
圖 4-9   nrfA 序列 
 
 
圖 4-10  pET-28a 載體 
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4-4.2設計 primer 
當確定序列與載體後，就可以開始設計 primer，一般約 20～25 個序列
（越長專一性越好），且選擇限制酶時要注意實驗室有沒有此限制酶以及
NE buffer 的部分，依據上述條件便設計出了 Forword、Reverse 的序列，如
圖 4-11所示。 
 
 
圖 4-11 primer 設計 
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4-4.3  PCR 
前面都準備完成後，就可以開始進行 PCR 實驗部分，實驗時分成兩
組，一組 control（未加入 DNA）和一組 NiR（有加入 DNA），結果如圖
4-12所示，明顯看到亞硝酸還原酶序列（nrfA）在約 1700 pb 有大量 band，
而下面有許多的 band。 
 
  
圖 4-12 PCR 
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 4-4.4切膠回收 
由於圖 4-12 看到下面有許多雜 band，因避免之後純化部分會被其他雜
band 影響，所以使用切膠回收的方式把其他的雜 band 給排除掉，只留所
需之 DNA，結果如圖 4-13 所示沒有其他的雜 band。 
 
 
圖 4-13 切膠回收 
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4-4.5確認回收 
把圖 4-13 上所需之 DNA 全部切膠回收，為了確認有無回收成功，因
此再次跑 PCR 確認，結果如圖 4-14有回收成功。 
 
 
圖 4-14切膠回收跑 PCR 
 
最後就是開始做 cloning 以及 Ni-NTA 純化的部分，步驟大致上是將表
現載體轉殖到大腸桿菌後種菌(固態培養)塗盤挑菌再種菌(液態培
養)加入 IPTG 誘導最後利用 His-tag 的純化技術純化出亞硝酸還原酶
protein，此部分目前實驗仍然進行中。 
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4-5亞硝酸鹽分光光度法 
由於亞硝酸還原酶還在製備階段，因此先以分光光度法測試是否能測
到亞硝酸鹽之濃度，那以 540nm 測其吸光值，結果如圖 4-15 所示，得到
線性 0.99972 以及 y=0.01+0.01x 的斜率，確認此方法是可以測得亞硝酸鹽
之濃度。 
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4-15 亞硝酸鹽濃度校準曲線(分光法) 
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第五章  結論 
 
本篇研究利用硝酸載體和銨載體固定於手工封裝之可繞性延伸式感測
場效電晶體上，首先在手工封裝 ITO/PET 元件上得到好的數據為感測度
-55.09044 與線性-0.99978，方能做後續實驗。 
銨感測元件部分，在 pH7.0 之 NH4Cl 待測液量測下，校準曲線之感測
度為 54.03 mV/decade ( 10-5 M ~100M )和 R2值為 0.996，檢測範圍為 100 M
（1 M）、10-1 M（100 mM）、10-2 M（10 mM）、10-3 M（1 mM）、10-4 M（0.1 
mM）、10-5 M（0.01 mM）、10-6 M（0.001 mM）、10-7 M（0.0001 mM），那
因為在 10-6 M（0.001 mM）與 10-7 M（0.0001 mM）沒有太大電壓變化，所
以以 100 M（1 M）~ 10-5 M（0.01 mM）線性及感測度為最佳檢測範圍。干
擾部分加入 Na 及 K 會些許影響感測度，但線性不會受到影響。 
硝酸鹽感測電極部分，實驗中所配置的硝酸載體，得到目前較好的量
測環境為使用 DI 配置的 NaNO3待測液，其感測度為-16.11 mV / pNO3
-和
R
2值為-0.98339。 
亞硝酸部分，實驗中以經有表現出微量的亞硝酸還原酶蛋白。分光光
度法則得到線性 0.9997 以及 y=0.01+0.01x 之斜率，此方程式可方便日後初
估亞硝酸鹽之濃度。 
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